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(54) Optical procedure for proof of damage of the photosynthesis apparatus 

(57) The invention concerns a procedure for proof of damage of the photosynthesis apparatus and can 
especially be used for the assessment of the effect of biological, chemical, and physical stress factors. The 
procedure according to the invention can be applied in land and forest management and in horticulture as 
well as in environmental protection. The task of the invention is the development of a procedure for the 
proof of damage of the photosynthesis apparatus by exploiting delayed chlorophyll fluorescence. 
According to the invention, the task is solved in that the induction curve of delayed chlorophyll 
fluorescence is utilized to show proof of damage to the photosynthesis apparatus. The induction curves of 
damaged plants are thereby compared with those of undamaged plants. 
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1 . Optical procedure for the proof of damage of the photosynthesis apparatus through measurement of 
delayed chlorophyll fluorescence, recognizable in that the intensity of the delayed chlorophyll 
fluorescence is measured as a function of time from the beginning of an illumination after a dark phase 
in a plant to be investigated, and this curve is compared with the curve for an undamaged plant and the 
difference is taken as a measurement of the damage. 

2. Procedure according to claim 1, recognizable in that the following curve characteristics are used for 
comparison: height of the maximum, relationship of the height of the maximum to the height of the 
stationary level, and the time position of the maximum. 

3. Procedure according to claim I, recognizable in that the characteristics mentioned in claim 2 are used 
as a function of the length of the dark phase for proof of damage. 
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1 page of drawings is attached 
Application areas of the invention 

The procedure according to the invention can be used advantageously forjudging the effects of biological, 

chemical, and physical stress factors. Measures to avert an otherwise occurring injury can be initiated in a 

timely manner by using this procedure. The optical procedure according to the invention is suitable, for 

example, for proof of damage of the photosynthetic apparatus of green plants through 

-Garden pests (virus infestation) 

-Agricultural chemicals 

-Frost 

-High energy radiation (for example UV, X-ray, Gamma rays) 
-Heat 

-Water and nutrient deficiency 

-Harmful gases such as CO, S0 2j , nitrous fumes. 

The procedure according to the invention can be used for 

-timely initiation of pest control 

-proper dosage of agricultural chemicals (for example, herbicides). 



Characteristics of current technological solutions 

Forjudging the functionality of the photosynthesis apparatus, gas exchange measurements were used 
almost exclusively until now, whereby the C0 2 concentration is measured in a closed circulation system 
and the C0 2 usage is used as a measurement for the photosynthesis activity, or the acid production 
measured by means of a Clark electrode is used as a measurement for the photosynthetic activity. Both 
procedures require a closed circulation system with a controlled gas atmosphere. The plants or cut off plant 
parts must be placed in this for measurement. In modern procedures forjudging the effects of herbicides, 
chloroplast preparations from green plants are produced in a complicated manner and placed in 
biochemical preparations with synthetic electron donors or electron acceptors, and the electron transport 
capacity of these preparations is then determined. / U. Metzger, Investigation of the photosynthetic 
electron transport of isolated chloroplasts. Problems of determination of the mechanism of action of 
potential herbicides, Dissertation B, Halle 1981/. 

Procedures developed in recent years through hour long recording of the luminescence light to prove 
damage of plants require technical equipment and are very costly in research time. 
/J. L. Ellenson, R. G. Armundson, Delayed light imaging for the early detection of plant stress, Science 
215, 1 104-1106(1982) and R. Blaich, O. Bachmann, I. Baumberger, Studies of photosynthesis inhibition by 
phytoluminography, Z. Naturf. 37c, 452-457(1982)/ 

Goal of the invention 

The goal of the invention is the preparation of a sensitive proof method for damage to the photosynthesis 
apparatus with the elimination of the disadvantages mentioned above such as higher expenditure on 
equipment and low sensitivity. 

Explanation of the nature of the invention 

The task of the invention is the development of an optical procedure for the proof of damage of the 
photosynthesis apparatus with the use of delayed chlorophyll fluorescence. According to the invention the 
task is solved in that the induction curve of the delayed chlorophyll fluorescence is used as a proof of 
damage to the photosynthesis apparatus. It was found that damages could be proved based on the induction 
curves of the delayed chlorophyll fluorescence, among others, those which are provable through prompt 
fluorescence measurements. 
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The proof of the damage succeeds through comparison of the induction curve of the delayed chlorophyll 
fluorescence of the plants to be investigated with a corresponding curve for undamaged plants or from a 
normal curve obtained through experience (these will be referred to as control curves). The procedure is as 
follows: 

1 . The induction curve of the delayed chlorophyll fluorescence is measured on the plant to be 
investigated (test curve), for example, using the procedures described in the work / R. Koepp, M. 
Senoner, K. Zacharczuk, F. Mir, Induction curves of the delayed fluorescence of maize leaves (Zea 
mays), Coll. Pflanzenphysiologie 5, 115-1 17(1982)/. 

2. The test curve is compared with the control curve. For proof of definite damages, the comparison of 
the relationship of the maximal to stationary fluorescence intensity of the test curve with the normal 
curve is sufficient. Should damages be proved that are very weak, temporarily effective, or are slightly 
distinctive in the beginning stage, additional differences between the test curve and the control curve 
can be considered, for example differences 

-in the time position of the maximum 

-in the time shift of the maximum with altered dark time before turning on the light or 

-in the height of the maximum with dependence on the dark time before turning on the light 

The comparison of the test curve and the control curve can succeed automatically, for example, in 

automatic sorting devices, with plants in well characterized physiological states and for the selection of 

undamaged plants or plants damaged to a desired degree. 

The advantage of this procedure according to the invention compared to the previous ones consists in that a 
sealed and controlled gas atmosphere is not necessary. It can be measured directly on the leaf in vivo. It is 
only necessary that the green plants or plant parts on which the procedure according to the invention be 
applied be in a controlled darkness. 

The invented procedure possesses a high sensitivity. Thus, for example, an inhibition of the photosynthesis 
apparatus by DCMU through the procedure according to the invention can be proven at a concentrations 
that are orders of magnitude lower than can be recognized by other procedures. Also, the effect of UV and 
gamma radiation on plants can be determined even with small degrees of damage. 
In summary, the procedure of the invention has the following advantages: 
-a high sensitivity 

-the low labor cost of measuring of a sample 

-the possibility of measuring living plants without injuring them, and 

-the possibility of using only one size to characterize the damage of plants, thereby ability to use the 
procedure according to the invention for an automatic selection of plants with the desired degree of 
damage. 

The invention will be explained more closely in the following implementation example: 
Implementation example 

With a Becquerel-Phosphoroscope (a newer procedure is described by R. Koepp, F. Mir, M. Seoner, and K. 
Zacharczuk, Message to the Akad. D. Landwirtschaftswissenschaften, 1982) the induction curve of the 
delayed fluorescence for undamaged (1) and damaged plants is measured. As an example, Fig. 1 gives 
these curves for maize leaves which were damaged by ultraviolet radiation. The comparison of the curves 
for the damaged objects (2) with those for undamaged objects (1) can best succeed in the following 
manner: 

-Gathering of values: maximal fluorescence Lmax (maximum of curve(l) or (2) in Fig. 1) and stationary 
fluorescence Lstat 

-Construction of the relationship (Lmax-Lstat)/Lstat = v. The quotient V1/V2 is a measure of the damage. 
-The determination of V can be undertaken manually by the examination of a few objects. Should a large 
plant number be used, the damage measurement can also automatically be determined through digital 
measurement value processing. 

3 248 433 

L/rel. Units 

Fig. 1 



THIS 



T 



DEUTSCHE DEM0KRAT1SCHE REPUBLIK 




PATENTS CHR I FT 

,,„ DD 248 433 A1 



Erteitt gema'B § 17 Absatz 1 Patentgesetz 



4(51) G 01 N 21/64 
G 01 N 33/483 



AMT FUR ERF1NDUNGS- UND PATENTWESEN 



In der vom Anmelder eingereichten Fassung veroffentlicht 



(21) 



WP G 01 N / 269 567 2 



(22) 



16.11.84 



(44) 



05.08.87 



(71) Humboldt-Universitatzu Berlin, Direktorat fur Forschung, 1080 Berlin, Unter den Linden 6, DD 

(72) Koepp, Reinhold, Dr. rer. nat. Dipl.-Phys.; Senoner, Mathias, Dr. rer. nat. Dipl.-Phys.; Kutscher, Joachim, 
Dipl.-Phys.; Schonborn, Hans-Jurgen, Dr. rer. nat. Dipl.-Biophys.; Voigt, Joachim, Doz. Dr. sc. nat. Dipl.- 
Phys.; Matschke, Jurgen, Dr. sc. Dipl.-Landw.-Phys., DD 



Optisches Verfahren zum Nachweis von Schadigungen des Photosyntheseapparates 



(57) Die Erfindung betriftt ein Verfahren zum Nachweis von Schadigungen des Photosyntheseapparates und kann 
insbesondere zur Beurteilung der Einwirkung von biologischen, chemtschen und physikalischen Strefcfaktoren 
genutzt werden. Das erfindungsgema&e Verfahren kann in der Land- und Forstwirtschaft und im Gartenbau sowie inn 
Umweltschutz angewendet werden. Aufgabe der Erfindung ist die Entwicklung eines Verfahrens zum Nachweis von 
Schadigungen des Photosyntheseapparates unter Ausnutzung der verzogerten Chlorophyllfiuoreszenz. 
ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelost, dafc die Induktionskurve der verzogerten Chlorophyllfiuoreszenz 
zum Nachweis von Schadigungen am Photosyntheseapparat ausgenutzt wird. Dabei werden die Induktionskurven 
geschadigter Pflanzen mit denen ungeschadigter Pflanzen verglichen. 
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Patentanspruche: 

1 . Optisches Verfahren zum Nachweis von Schadigungen des Photosyntheseapparates durch 
Messung der verzogerten Chlorophyllfluoreszenz, dadurch gekennzeichnet, date die Intensitat der 
verzogerten Chlorophyllfluoreszenz als Funktion der Zeit ab Beginn einer Belichtung nach einer 
Dunkelphase an einer zu untersuchenden Pflanze gemessen, und diese Kurve mit einer Kurve fur 
ungeschadigte Pflanzen verglichen wird und die Abweichung als MaB fur die Schadigung 
genommen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die folgenden Kurvenmerkmale zum 
Vergleich benutzt werden: Hohe des Maximums, Verhaltnis der Hohe des Maximums zur Hohe des 
stationaren Niveaus und zeitliche Lage des Maximums. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die in Anspruch 2 genannten Merkmale 
als Funktion der Lange der Dunkelphase zum Nachweis der Schadigung genutzt werderi. 

Hierzu 1 Seite Zeichnung 



Anwendungsgebiete der Erfindung 

Das erfindungsgeme&e Verfahren kann vorteHhaft zur Beurteilung der Einwirkung von biologischen, chemischen und 
physikalischen StrefMaktoren genutzt werden. Mafinahmen zur Abwendung eines sonst eintretenden Schadens konnen bet 
Benutzung dieses Verfahrens rechtzeitig eingeleitet werden. Das erfindungsgemaBe optische Verfahren ist beispielsweise zum 
Nachweis von Schadigungen des Photosyntheseapparates gruner Pflanzen durch 

— Pflanzenschadlinge (Virusbefall) 

— Agrarchemikalien 

— Frost 

— energiereiche Strahlungen (z.B. UV-, Rontgen-, 7-Strahlung) 

— Hitze 

— Wasser- oder Nahrstoff mangel 

— sch^digende Gase wie CO, S0 2 , nitrose Gase 
geeignet. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren kann genutzt werden zur 

— rechtzeitigen Einleitung der Schedlingsbekampfung 

— richtigen Dosierung von Agrochemikalien (z. B. von Herbiziden). 



Charakteristik der bekannten technischen Losungen 

Zur Beurteilung der Funktionsfahigkeit des Photosyntheseapparates wurden bisherfast ausschliefilich Gaswechselmessungen 
durchgefuhrt, wobei in einem abgeschlossenen Kreislauf die C0 2 -Konzentration gemessen und der C0 2 -Verbrauch als MafJ fur 
die Photosyntheseaktivitat benutzt wird oder mittels Clarkelektrode die Sauerstofferzeugung als Mad fur die 
Photosyntheseaktivitat bestimmt wird. Beide Verfahren erfordem einen geschlossenen Kreislauf mit kontrollierter 
Gasatmosphare. Die Pflanzen oder abgeschnittene Pflanzenteile mussen zur Messung in diesen eingebracht werden. 
Bei modernen Verfahren zur Beurteilung der Wirkung von Herbiziden werden auf komplizierte Wetse 

Chloroplastenpraparationen aus grunen Pflanzen hergestellt und in biochemische Ansatze mit kunstlichen Elektronendonatoren 
oder Elektronenakzeptoren eingebracht, in denen dann die Elektronentransportkapazitat bestimmt wird /U.Metzger, 
Untersuchung des photosynthetischen Elektronentransportes isolierter Chloroplasten. Probleme der Ermittlung des. 
Wirkungsmechanismus potentieller Herbizide, Dissertation B, Halle 198V. 

In den letzten Jahren entwickelte Verfahren, durch stundenlanges Erfassen des Lumineszenzlichtes etne Schadigung von 
F^lanzen nachzuweisen /J.L. Ellenson, R. G. Amundson, Delayed light imaging for the early detection of plant stress, Science 215, 
1 1 04-1 1 06 (1 982) und R. BJaich, O. Bachmann, I. Baumberger, Studies of photosynthesis inhibition by phytoluminography, 2. 
Naturf. 37c, 452-457 (1982)/ sind apparativ und die Versuchszeit betreffend sehr aufwendig. 



Ziel der Erfindung 

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung einer empfindltchen Nachweismethode fur Schadigungen des Photosyntheseapparates 
unter Ausschaltung vorgenannter Nachteile^wie hoher apparativer Aufwand und geringe Nachweisempfindlichkeit. 

Darlegung des Wesens der Erfindung 

Aufgabe der Erfindung ist die Entwicklung eines optischen Verfahrens zum Nachweis von Schadigungen des 
Photosyntheseapparates unter Ausnutzung der verzogerten Chiorophyl!f1uores2enz. Erfindungs^emaR wird die Aufgabe 
dadurch gelost, dafc die Induktionskurve der verzogerten Chlorophyllfluoreszenz zum Nachweis von Schadigungen am 
Photosyntheseapparat ausgenutzt wird. Es wurde gefunden, daS anhand der Induktionskurven der verzogerten 
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Chloroohvllfluoreszenz Schadigungen nachgewiesen werden konnten. die urn ein Vielfaches unter denen liegen die durch 
prompt ioreszTnzmessunge^ nachweisber sind. Der Nachweis der Schadigung erfolgt durch Vergle.ch der 'ndukdonrturve 

verzogerten Chlorophyllfluoreszenz derzu untersuchenden Pflanzen mit einer entsprechenden Kurve ur ungeschad.gte 
wTanzen einer aus Erfahrung gewonnenen Norma.kurve (im weiteren werden diese beiden Kurven als Kontrollkurve 

hpzeichnetl Dabei wird folgendermaBen vorgegangen: 

^ eTwCS dieindulrtionskurveder verzogerten Chlorophyllfiuoreszenz an derzu untersuchenden Pflanze (Probenkurve) 
qemessen. z.B. unter Benutzung der in der Arbeit /R.Koepp. M.Senoner, K.Zacharczuk, F.Mir, Indukt.onskurven der 
ve«6genen F, uoreS zenzvon Maisblattern (2ea mays). Coll. Pflanzenphysiologie 5, 115-117 (19821/ beschnebenen 

2 D"e 0 probrnkurve wird mit der Kontrollkurve verglichen. Zum Nachweis deutlicher Schadigungen reicht der Vergleich des 
Verhaltnisses von maximaler zu stationerer Fluoreszenzintensitat der Probenkurve mit dem der Normalkurve aus. Sollen 
Schadigungen nachgewiesen werden, die sehr schwach. vorubergehend wirksam oder im Anfangsstad.um wemg 
ausgepragt sind, so konnen weitere Unterschiede zwischen Probenkurve und Kontrollkurve herangezogen werden, 
beispielsweise Unterschiede 

— in der zeitlichen Lage der Maxima, . 

— in der zeitlichen Verschiebung des Maximums mit veranderter Dunkelzeit vor Emschalten des L.chtes oder 

— in der Hohe des Maximums in Abhingigkeit von der DunkelzeitvorEinschalten des Lichtes. , . . 
Der Vergleich von Probenkurve und Kontrollkurve kann bei Pflanzen in gut charakterisiertem phys.olog.schem Zustand 
automatisch erfolgen und zur Selektion von ungeschadigten oder in gewunschtem Grade geschad.gten Pflanzen genutzt 
werden, z. B. in automatischen Sortieranlagen. , ui„„„ no .,„j 
Der Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens gegenOber den herkommlichen besteht dar.n, daB erne abgeschlossene und 
kontrollierte Gasatmosphare nicht erforderlich ist. Es kann unmittelbar am Blatt in vivo gernesser , werden. Es .st 'ed.ghch 
notwendig. daB sich die grunen Pflanzen bzw. Pflanzenteile, an denen das erfindungsgemaBe Verfahren angewendet w,rd, 
kontrolliert im Dunkel befinden. 

Das erfinderische Verfahren besitzt eine hohe Nachweisempfindlichkeit. So kann z. B. erne Hemmung des 
Photosyntheseapparates durch DCMU durch das erfindungsgemaBe Verfahren schon bei Ko " 2en V rat, °" e % naCh9 r'frn uv 
Sen die urn cToBenordnungen unter denen liegen, die mit anderen Verfahren erkannt werden. Auch d.e E-nwrkung^ von UV- 
und vStrahlung auf Pflanzen kann durch das erfindungsgemaBe Verfahren bereits bei geringerem Schad.gungsgrad festgestel.lt 
werden. 

Zusammenfassend hat das erfinderische Verfahren folgende Vorteite: 

eine hohe Nachweisempfindlichkeit; 

der geringe Arbeitszeitaufwand zur Messung einer Probe; 

— die Moqlichkeit, an der iebenden Pflanze zu messen ohne diese zu verletzen und arrt&ati 

- die Moglichkeit. mit nur einer Gr&Be die Schadigung von Pflanzen zu charakterisieren und damit das erf.ndungsgemalSe 
Verfahren zu einer automatischen Selektion von Pflanzen mit dem gewunschten Schad.gungsgrad zu nutzen. 

Die Erfindung soil anhand des nachstehenden AusfOhrungsbeispiels naher erlautert werden: 

Ausfuhrungsbeispiel 

Mit einem Becquerel-Phosphoroskop (eine neuere Ausf uhrung wird von R. Koepp, F. Mir M Senoner und K. ^harczuk, 
MmeUungen der Akad. d. Landwirtschaftswissenschaften, 1982, beschrieben) wird die Indukt.onskurve der verzogerten 
Fluoreszenz fur ungeschadigte (1) und geschadigte Pflanzen gemessen. 

Als BeSe gibt Rg. 1 diese Kurven fur Maisblatter. die durch ultraviolette Strahlung geschadigt w"^ e VaST^h wiS? 
KurveX dfe geschadigten Objekte (2) mit denjenigen fur ungeschadigte (1 ) kann vorte.lhaft auf folgende Art und We.se 

Entnahme der Werte: maximale Fluoreszenz L ma)< (Maximum der Kurve (1 ) bzw. (2) in Fig. 1) und stationare F.uoreszenz L st „. 
_ Bildung des Verhaltnisses = V. Der Quotient V,/V 2 ist ein MaB fur die Scn8d '| u "9 . pf, an ..„ani8hl 

_ Die Bestimmung von V kann bei PrOfung weniger Objekte manuell vorgenommen werden. Soil erne 9'°^™*™™™ 

erfaBt werden. kann das SchadigungsmaS durch digitale MeBwertverarbeitung auch automat.sch best.mmt werden. 
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